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La  prima  fase  sperimentale  del  dottorato  di  ricerca  è  stata  dedicata  alla 
conclusione  di  un  progetto  scientifico  antecedente  l’inizio  del  triennio  ed  è  stata 
finalizzata alla messa a punto di un modello in vivo di infezione intestinale in topi NIH‐
Swiss. A tale scopo è stato utilizzato Citrobacter rodentium, un batterio responsabile, 
nel  topo,  di  una  patologia  enterica  simile  a  quella  indotta  nell’uomo  dai  ceppi  di 
Escherichia  coli enteropatogenici.  Il  lavoro  svolto  ha  permesso  di  individuare  le 
quantità  di  batterio  necessarie  per  indurre,  negli  animali  in  trattamento,  il 
danneggiamento della mucosa  intestinale,  la successiva  invasione degli organi  interni 
analizzati  (fegato e milza) ed un elevato  tasso di mortalità.  Il modello di  infezione è 
stato quindi utilizzato per valutare  la capacità da parte delle spore di Bacillus subtilis, 
comunemente utilizzate in preparazioni probiotiche commerciali, di ridurre l’infezione 
causata  da  C.  rodentium,  somministrando  le  spore  24  ore  prima  del  patogeno.  A 
seguito  di  questo  trattamento  si  è  verificata  una  ridotta  mortalità  e  un  danno 
mucosale  inferiore  rispetto  agli  animali di  controllo  (trattati  solo  con C.  rodentium). 
Questi  risultati  indicano  che  l’azione  probiotica  delle  spore  utilizzate  può  essere 
spiegata,  almeno  in  parte,  sulla  base  della  competizione  tra  il  patogeno  e  le  spore 
stesse. I risultati ottenuti sono stati oggetto di una pubblicazione allegata alla fine della 
presente tesi di dottorato [D’Arienzo R., et al, 2006]. 
La  successiva  fase  sperimentale  è  consistita  nella  valutazione  delle  proprietà 






























Il  sistema  immunitario  difende  l’organismo  dagli  agenti  patogeni  attraverso 
l’attuazione di una risposta, resa efficace dalla coesistenza di due tipologie di reazioni: 






Il  riconoscimento  dei  patogeni  da  parte  del  sistema  innato  costituisce  un 
prerequisito per una efficace difesa dell’ospite ed è mediato da un insieme di recettori 
che  l’evoluzione ha  selezionato per  riconoscere profili molecolari  conservati,  comuni 
ad un ampio gruppo di organismi. Molti di questi componenti costitutivi dei patogeni 
non sono riscontrabili nell’ospite e pertanto vengono  indicati come profili molecolari 













riconoscimento  dei  profili  (PRR,  pathogen  recognition  pattern)  [Abbas A,    2002].  La 
famiglia dei PRR meglio caratterizzata è quella dei Toll‐like receptor (TLR), presenti su 
molte  cellule  dell’immunità  innata,  quali macrofagi,  cellule  natural  killer,  fagociti  e 
cellule dendritiche.  
L’attivazione  dei  TLR  induce  l’espressione  di  fattori  chemotattici  e  molecole  di 
superficie cellulare e questo innesca il reclutamento delle cellule al sito di infezione per 
eliminare i patogeni [Iwasaki, A., 2004]. 
Nei mammiferi  la  famiglia dei  TLR  contiene  almeno  10 membri, ognuno  con una 
elevata e caratteristica specificità; di seguito ne sono citati alcuni solo come esempio: 
TLR4 è  responsabile del  riconoscimento dei batteri Gram negativi;  il  riconoscimento 











Le  cellule  dendritiche  sono APC  (antigen  presentig  cell)  specializzate,  in  grado  di 
catturare, processare e presentare  l’antigene (peptidi derivati dai microbi) alle cellule 
T;  sono  altamente  specializzate  per  l’attivazione  della  risposta  immune  adattativa  e 
rappresentano un sistema unico nel riconoscimento dell’antigene. Sono  infatti  le sole 




Queste  cellule  sono munite  di  differenti  PRR  che  consentono  loro  di  individuare  la 
presenza di patogeni e determinarne l’identità. Questo le rende capaci di “decidere” se 
deve iniziare una risposta immune adattativa oltre che determinare il tipo e l’intensità 
della  risposta. Per questo motivo  le DC  ricoprono un  ruolo cruciale nell’inizio e nella 
regolazione della risposta immune [Janeway, C. A., Jr. 2002; Palucka, K. 2002]. Queste 
cellule hanno, infatti, un importante ruolo nella differenziazione delle cellule Th naïve 




Th2  attraverso  TLR2.  In  pratica  queste  cellule  la  caratteristica  di  accoppiare  il 
riconoscimento  microbico  mediato  dai  TLR  con  una  appropriata  risposta  immune 
adattativa [Iwasaki, A., 2004].  
Le cellule dendritiche rappresentano una popolazione cellulare eterogenea e sono 
presenti  nella  maggior  parte  dei  tessuti  periferici,  in  particolare  nei  siti  che 
costituiscono  l’interfaccia  con  l’ambiente  esterno,  quali  la  cute  e  le  mucose 
[Banchereau,  J., 2000; Banchereau,  J., 1998].  Inoltre  le  cellule dendritiche  circolano 
nel  sangue,  e  negli  organi  linfoidi  secondari.  Nei  tessuti  periferici  queste  cellule 
catturano  gli  antigeni,  self  e  non  self,  li  internalizzano  e  li  processano  rendendoli 
peptidi  proteolitici,  che  vengono  poi  caricati  sulle molecole MHC  di  classe  I  e  II;  in 
assenza di risposta immune le cellule dendritiche restano nello stato immaturo e non si 
differenziano  [Steinman,  R.  M.  2002].  Stimoli  infiammatori,  come  TNF‐α  e  IL‐1β, 
batteri,  prodotti  batterici  (LPS)  e  virus,  inducono  le  cellule  dendritiche,  che  hanno 
“caricato”  l’antigene,  a  migrare  dai  tessuti  periferici  agli  organi  linfoidi  secondari. 
Durante  la  migrazione  subiscono  un  processo  di  maturazione,  che  le  porta  ad 
incrementare enormemente la propria capacità di attivare le cellule T. La maturazione 
delle  cellule dendritiche  si  concretizza  con  l’aumentata espressione di membrana di 
alcune  molecole  chiave  nell’interazione  tra  APC  e  linfocita:  molecole  di  adesione, 




DP)  e  le molecole  di  costimolazione  (CD80,CD86,CD40),  le  quali  interagendo  con  il 
proprio  ligando presente sui  linfociti T  (CD28, CTLA‐4, CD40L),  forniscono  il “secondo 
segnale”,  indispensabile per  indurre, al momento del riconoscimento antigenico, una 
risposta proliferativa e non anergia  [Bancherau J, 1998].  Inoltre,  le DC sono anche  in 
grado  di  produrre  citochine,  tra  cui  IL‐12,  che  ha  la  funzione  di  promuovere  una 
risposta  immunitaria di tipo citotossico o  infiammatoria attraverso  la differenziazione 








L’immunità  umorale  è mediata  da molecole  circolanti  prodotte  dai  linfociti  B  e 
denominate  anticorpi.  Queste  molecole  riconoscono  specificamente  gli  antigeni 
microbici e li destinano alla eliminazione. L’immunità umorale rappresenta il principale 
meccanismo  di  difesa  contro  i  microbi  extracellulari  e  contro  le  tossine  da  essi 
prodotte [Abbas A, 2002]. 
L’immunità  cellulare  (definita  anche  cellulo‐mediata)  è  mediata  da  linfociti  T  e 
favorisce  la distruzione dei microbi che si trovano all’interno dei fagociti o  la  lisi delle 
cellule  infettate  [Abbas  A,  2002].  I  linfociti  T  possono  essere  suddivisi  in 
sottopopolazioni  funzionalmente  distinte,  tra  cui  le  meglio  caratterizzate  sono  le 
cellule T helper e le cellule T citotossiche (o citolitiche); le cellule T non sono in grado di 
riconoscere  antigeni  solubili,  non  producono  anticorpi  ed  hanno  una  specificità 
ristretta  per  gli  antigeni,  riconoscendo  solo  peptidi  antigenici  legati  a  proteine 
autologhe  codificate  da  geni  presenti  nel  complesso  maggiore  di  istocompatibilità 
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(Major  Histocompatibility  Complex,  MHC)  ed  espresse  sulla  membrana  delle  APC 
[Abbas A,  2002].  Le  risposte  funzionali  dei  linfociti  T,  quindi,  si  innescano  grazie  al 
riconoscimento  dei  complessi MHC‐peptide,  esposti  sulla membrana  delle  APC.  Tali 
risposte  richiedono un  riconoscimento  antigenico  specifico, un’adesione  stabile  tra  i 




(TCR)  clonalmente  distribuiti.  Oltre  ad  esprimere  il  complesso  TCR,  i  linfociti  T 
esprimono  anche  molte  molecole  accessorie  importanti  per  l’attivazione  cellulare 
indotta dall’antigene. Alcune di queste molecole  interagiscono  con  i  ligandi espressi 
sulle APC o sulle cellule bersaglio, stabilizzando così  l’adesione  tra  i due  tipi cellulari, 
mentre altre trasmettono all’interno dei  linfociti T  i segnali di attivazione. CD4 e CD8 
sono  co‐recettori  espressi  in  maniera  mutualmente  esclusiva  su  sottopopolazioni 
diverse di linfociti T maturi; essi legano regioni non polimorfiche delle molecole MHC. 
CD4 è espresso sui  linfociti T helper ristretti per classe  II, mentre CD8 è espresso sui 
CTL  ristretti per classe  I. Quando  i  linfociti T  riconoscono  il complesso MHC‐peptide, 




coinvolte  nell’immunità  cellulare;  le  cellule  Th2,  invece,  producono  altre  citochine, 
quali  IL‐4  e  IL‐10  e  sono  coinvolte  nell’immunità  umorale.  La  “decisione”  di 
differenziare  in Th1 o Th2 può essere diretta dalle  cellule dendritiche e dipende dal 







I  linfociti  sono  le  uniche  cellule  dell’organismo  in  grado  di  riconoscere 
specificamente  l’antigene  e  distinguere  i  diversi  determinanti  antigenici.  Essi  sono 
pertanto responsabili delle due caratteristiche che definiscono le risposte immunitarie 
specifiche,  ossia  la  specificità  e  la  memoria  [Abbas  A,  2002].  I  linfociti  B  sono 
responsabili  della  produzione  di  anticorpi;  i  linfociti  T  sono  le  cellule  realmente 
effettrici  dell’immunità  cellulare  e  comprendono  due  sottopopolazioni:  i  linfociti  T 






Il sistema  immunitario è organizzato  in tessuti ed organi, distinguibili  in primari  (o 
centrali) e secondari (o periferici). Gli organi  linfoidi primari sono  il timo ed  il midollo 
osseo e costituiscono  i siti  in cui avviene  il differenziamento delle cellule di difesa, a 
partire  dalle  cellule  staminali.  Gli  organi  linfoidi  secondari  comprendono  sia  organi 
capsulati quali milza e linfonodi che non capsulati quali tonsille e placche di Peyer che 
costituiscono  a  loro  volta  il  tessuto  linfoide  associato  alle mucose  (MALT)  [Roitt  I, 
2003].  In  particolare  la milza  opera  quella  che  viene  definita  “immunità  sistemica”, 
agendo contro  le sostanze veicolate dal sangue;  i  linfonodi operano quella che viene 
definita  “immunità  cellulo‐mediata  locale”,  agendo  contro  le  sostanze  drenate  dalla 
cute o dalle superfici interne attraverso i vasi linfatici.  
 
Il meccanismo di difesa più  importante  contro  i microrganismi patogeni ed  i  loro 












• VALT  (vascular‐associated  lymphoid  tissue),  tessuto  linfoide  associato  ai  vasi 
sanguigni, che rappresenta una nuova componente del MALT ma di cui ancora 
non si conosce il ruolo nella risposta immunitaria;  
• CALT  (conjunctiva‐associated  lymphoid  tissue  in  the  human  eye),  tessuto 
linfoide associato alla congiuntiva; 
Il ruolo del MALT è di assicurare una risposta immunitaria completa sia umorale che 
cellulare  in seguito a  stimoli antigenici  locali. Questo  tessuto  infatti contiene diverse 
popolazioni di cellule del sistema immunitario adattativo quali i linfociti T e B e cellule 
presentanti  gli  antigeni,  nonché  componenti  dell'immunità  innata  quali  i macrofagi. 
Nell'ambito dell'apparato gastrointestinale si possono trovare particolari cellule, dette 


















Peyer  (PPs)  a  i  Linfonodi  Mesenterici  (MLNs).  Le  cellule  immunitarie  del  GALT 
consistono  di  cellule  T  e  B  e  di  Cellule Dendritiche  (DCs),  nonché  tipi  cellulari  unici 
all’interno di questo sistema, quali le cellule M (microfold = micro pieghe), le cellule di 
Paneth ed i Linfociti Intraepiteliali (IELs) [Wershil BK, 2008]. 
La  figura 1  illustra  in dettaglio  la  relazione  tra  struttura e  funzione del GALT, nel 











si  trovano  giustapposti  tra  le  cellule  epiteliali  intestinali. Altre  cellule  residenti  nella 










Le  placche  di  Peyer  si  presentano  anatomicamente  come  classici  organi  linfoidi 
secondari,  con  chiare  aree B e  T.  Sono  contenute nella porzione  terminale dell’ileo, 
dove giacciono sulla sub mucosa, separate dal lume intestinale da un singolo strato di 
cellule  epiteliali,  l’epitelio  associato  ai  follicoli  (FAE).  Oltre  alla  presenza  degli 




AM,  1997;  Neumann  B,  1996].  Le  cellule  M  hanno  principalmente  la  funzione  di 
trasportare  per  via  trans‐epiteliale  gli  antigeni  dal  lume  direttamente  al  tessuto 
linfoide  sub‐epiteliale.  Alla  base  delle  cellule M  e  del  FAE  si  trova  il  dominio  sub‐
epiteliale  (SED),  un’area  ricca  in  linfociti  B  e  T  e  cellule  dendritiche. Queste  ultime 








essenziale  per  l’efficacia  delle  risposte  immunitarie  agli  antigeni  estranei.  La 
migrazione  dei  linfociti  tra  questi  diversi  siti  prende  il  nome  di  ricircolazione 
linfocitaria, ed il processo attraverso cui particolari sottopopolazioni di linfociti entrano 
in  alcuni  tessuti  ma  non  in  altri  è  denominato  localizzazione  linfocitaria.  Lo 
spostamento  dei  linfociti  da  un  tessuto  all’altro,  finemente  regolata  da  numerosi 
fattori,  viene  chiamato  anche  reclutamento.  La  ricircolazione  e  la  localizzazione  dei 
linfociti  assolvono  a  due  funzioni  importanti  per  l’economia  delle  risposte  immuni: 
garantiscono  che  il  piccolo  numero  di  linfociti  specifici  per  ogni  singolo  antigene 
estraneo  presenti  in  un  individuo,  possa  venire  in  contatto  con  quell’antigene; 
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garantiscono  che  le particolari  sottopopolazioni di  linfociti  raggiungano proprio quel 
determinato  microambiente  tissutale  dove  la  loro  presenza  è  necessaria  per  lo 
svolgimento delle risposte immunitarie [Abbas A, 2002]. La ricircolazione linfocitaria è 
guidata dall’espressione di molecole di adesione sui  linfociti e sulle cellule endoteliali 
dei  vasi,  e  dipende  dall’interazione  e  dall’adesione  tra  linfociti  e  cellule  endoteliali 
vasali, e tra  linfociti e compartimenti del tessuto connettivo extravascolare [Abbas A, 
2002]. 
Le  cellule  linfoidi  associate  alla  mucosa  circolano  principalmente  all’interno  del 
GALT:  le  cellule  linfoidi,  stimolate  dall’antigene  nelle  PP  attraversano  i  linfonodi 
regionali, si riversano nel circolo sanguigno e ritornano nella LP.  Il traffico  linfocitario 
tra  il  sistema  ematico  e  i  tessuti  è  fondamentale  per  la  normale  risposta  immune. 
Questa circolazione  consente  contatti altamente efficienti  tra  i  linfociti e gli antigeni 






MHC  di  classe  II. Dopo  la migrazione  verso  la mucosa,  essi  rimangono  nella  lamina 
propria e sono  localizzati uniformemente nell’area tra  le cripte ed  i villi. La rimanente 
porzione  di  linfociti  T  (un  terzo)  sono  CD8+  che  riconoscono  gli  antigeni  esogeni 
presentati dalle MHC  I e dopo essere entrati nella mucosa, preferiscono  l’epitelio. Le 
cellule T con fenotipo “memoria” (che indicano un precedente contatto con l’antigene) 
sono  i  maggiori  costituenti  dell’epitelio  e  della  LP.  Le  cellule  T  CD4+  della  lamina 
propria  giocano  un  ruolo  importante  nella  regolazione  immune  locale.  Le  cellule  T 
stimolate  dall’antigene  nella  lamina  propria  possono  essere  cellule  effettrici  che 
aiutano  le cellule B a produrre  IgA (cellule Th2) secernendo citochine come  IL‐4,  IL‐5, 
IL‐9 e  IL‐25 oppure possono  avere una  funzione pro‐infiammatoria  (Th1  secernendo 
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citochine come  IFN‐γ e TNF‐α.  Inoltre, Le cellule T della  lamina propria possono agire 
come cellule T regolatorie e partecipare allo sviluppo della tolleranza nei confronti di 
antigeni ambientali [Mowat AM., 2003; Brandtzaeg P, 2001; Bellanti JA, 2004].  
I  linfociti  intraepiteliali  (IELs)  sono  una  particolare  popolazione  di  cellule  T,  con 
caratteristiche differenti da quelle della LP. La maggior parte dei  IELs appartiene alla 








la  trasmissione del  segnale  tramite  il  ligando CD40 e  il  co‐recettore CD40,  cosa  che 
porta  all’inizio  della  commutazione  della  classe  di  immunoglobuline.  Le  cellule  T 
modulano  le  cellule  B  secernendo  citochine  [Alam  R.,  2003].  La  commutazione  di 
classe  IgA avviene  sotto  l’effetto di TGF‐β1 e  IL‐10  [Mowat AM., 2003], mentre  IL‐4 
induce  la  secrezione  di  IgE  e  IgG  [Pene  J,  1988].  Le  cellule  B  attivate  escono  dalle 
placche di Peyer attraverso i linfonodi regionali, si immettono nel torrente circolatorio 
ed  entrano  nella  lamina  propria,  dove  maturano  in  plasmacellule  producenti  IgA 
[Mowat AM., 2003].  Il maggiore numero di  immunoglobuline  intestinali è  costituito 
dalle  IgA secretorie  (sIgA). La maggior parte delle  IgA secrete è dimerica;  le catene  J 





batteri.  Le  IgA possono anche  inattivare  i virus nelle  cellule epiteliali. E’  stato anche 
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cellule  T  soppressorie  CD8+,  avendo  un  ruolo  nella  locale  immunosoppressione; 




tramite  un  recettore  di  membrana.  La  componente  secretoria  che  producono, 
protegge le IgA secretorie dalle proteasi del lume [Mayer L., 2003; Perdue MH., 1999]. 
Le citochine epiteliali che mediano  i segnali alle cellule  immuni sono di  IL‐1α,  IL‐1β,  il 
recettore antagonista di IL‐1, IL‐6, IL‐8, TNF‐α, e TGF β1‐β3 [Perdue MH., 1999].  
Le cellule dendritiche  sono  importanti  sostituenti del  sistema  immune  intestinale. 
La  lamina propria sotto  l’epitelio contiene un gran numero di cellule dendritiche che, 
presumibilmente,  catturano  gli  antigeni  provenenti  dalla  dieta  e  li  presentano  alle 
cellule  T.  Nella  lamina  propria  sono  state  riscontrate  anche  cellule  dendritiche 
producenti  IL‐10,  che  si  crede  abbiano  un  importante  ruolo  nell’induzione  della 
tolleranza  orale.  In  presenza  di  batteri  patogeni  le  cellule  dendritiche  della  lamina 
propria, coadiuvando l’attività esplicata dalle cellule dendritiche a livello delle placche 










L’intestino  costituisce  una  vera  e  propria  barriera  tra  l’organismo  e  le  sostanze 
introdotte  dall’esterno  tramite  l’alimentazione.  Si  presenta  come  un  tubo  a  calibro 
variabile  e  dalle  pareti  flessibili.  È  distinto  in  due  parti  principali:  intestino  tenue  e 
intestino  crasso.  La differenziazione è dovuta, oltre  che per  la  forma e  la  lunghezza, 
alle diverse funzioni che queste svolgono. Nell’intestino tenue avviene  l’assorbimento 
dei  prodotti  della  digestione,  nell’intestino  crasso  l'assorbimento  è  ormai  ridotto 




una  suddivisione  in  tre  strati:  un  epitelio  di  rivestimento,  una  lamina  propria 
connettivale di supporto e uno strato muscolare (la muscolaris mucosae). 
Le  cellule  che  costituiscono  l’epitelio  intestinale  sono  cellule  cilindriche 
monostratificate, dette enterociti. L’epitelio intestinale è caratterizzato dalla presenza 
di  numerose  pieghe,  dislocate  lungo  tutta  la  sua  lunghezza  che  aumentano  la 
superficie  della  mucosa,  favorendo  l'assorbimento  di  sostanze  nutritive.  Le  pieghe 
sono  a  loro  volta  coperte da estroflessioni digitiformi  chiamate  villi  intestinali, della 
lunghezza  di  circa  1mm,  che  servono  anch'essi  ad  aumentare  la  superficie  della 
mucosa.  Sui  villi  sono  presenti microvilli,  che  estendono  la  superficie  dell'intestino 
tenue a circa 300 metri quadrati. Ogni villo è tappezzato da cellule  la cui membrana, 
rivolta verso il lume interno, presenta delle sottili estroflessioni chiamate microvilli che 
conferiscono  alla  struttura  il  tipico  aspetto  dell’orletto  a  spazzola.  La  particolare 
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conformazione  degli  enterociti  ha  lo  scopo  di  aumentare  ulteriormente  la  capacità 
digestiva  ed  assorbente  dell'intestino.  Alla  base  di  ogni  villo  sono  presenti  delle 







impatto  sulla  salute  dell’ospite.  La  normale  popolazione  batterica  intestinale  di  un 
adulto  comprende  più  di  400  specie  di  batteri,  con  una  predominanza  di  anaerobi 
obbligati  [Rolfe,  R.  D.  1997].  Il  numero  totale  di microbi  presenti  in  1  grammo  di 
contenuto intestinale varia da meno di 103 microbi nello stomaco a 104‐107 microbi nel 
piccolo  intestino,  fino a 1012 nel colon  [Goldin, B. R., 1998; Holzapfel, W. H., 1998]. 
Infatti  il numero di microbi presenti nell’intestino  (circa 1014) è 10 volte superiore al 
numero  di  tutte  le  cellule  umane  [Holzapfel,  W.  H.,  1998].  Una  equilibrata  flora 
intestinale è importante per il mantenimento di un buono stato di salute. La microflora 
intestinale  protegge  l’ospite  dalla  colonizzazione  ad  opera  dei  batteri  ingeriti, 
fenomeno chiamato resistenza alla colonizzazione; molti sono  i meccanismi coinvolti, 
incluso la competizione per i siti di adesione e per i substrati [Vollaard, E. J., 1994]. 
La  colonizzazione  dell’intestino  da  parte  dei  microorganismi  è  un  processo  che 
incomincia alla nascita e continua durante le successive fasi della vita fino a formare la 










meno  colonizzato  da  Bacteroides  fragilis  [Grönlund  MM,  1999].  Comparando 
l’allattamento al seno con quello artificiale è emerso che  indipendentemente dal tipo 
di alimentazione, l’intestino è principalmente composto da bifidobatteri e E.coli, anche 
se  negli  individuai  alimentati  con  latte  materno  i  bifidobatteri  sono  in  numero 
maggiore, mentre negli alimentati artificialmente bifidobatteri e batteroidi sono nella 
stessa  quantità  [Harmsen  HJ,  2000].  Le  condizioni  igieniche  e  una  dieta 
tendenzialmente  sterile  provocano  atopia  (la  predisposizione  alle  allergie), 
influenzando sfavorevolmente  la flora  intestinale che stimola  il GALT [Matricardi PM, 
2000]. Indirettamente, quindi, il microbiota intestinale è associate alle allergie. In uno 
studio  è  stato  dimostrato  che  i  bambini  allergici  subiscono  meno  spesso  la 
colonizzazione ad opera di lattobacilli e bifidobatteri, mentre sono più alte le conte di 
coliformi e Staphylococcus aureus rispetto ai bambini non allergici [Björksten B, 1999]; 
e  la composizione  stessa dei bifidobatteri può  risultare differente:  i bambini allergici 
presentano  in  più  alto  numero  di  Bifidobacterium  adolescentis  nelle  feci  rispetto  ai 
bambini sani, che invece presentano un più alto numero di B.bifidum [Ouwehand AC, 
2001].  Inoltre  gli  allergici  subiscono  una  colonizzazione  di  B  infantis,  B.  breve  e 
B.longum meno estesa [Ouwehand AC, 2001]. 
Nei modelli  animali  la  colonizzazione  intestinale  gioca  un  ruolo  nella  regolazione 
delle  tolleranza  orale  [Maeda  Y,  2001;  Sudo  N,  1997].  Gli  effetti  del  microbiota 
intestinale  si  riflettono  sul numero di cellule T nelle placche di Peyer, e  infatti  i  topi 
germ‐free  mostrano  un  ridotto  numero  di  cellule  T,  che  aumenta  quando  i  topi 
subiscono  la  colonizzazione  da  parte  di  bifidobatteri  e  E.coli,  in  rappresentanza  di 
batteri  Gram  +  e  Gram  ‐.  Inoltre  i  topi  germ‐free  non  sviluppano  tolleranza  orale 
quando nelle placche di Peyer le cellule T sono assenti o in numero ridotto; questi dati 






[Probert  HM,  2002;].  Tra  questi,  i  bifidobatteri  e  i  lattobacilli  sono  considerati 
universalmente  benefici  e  particolarmente  vantaggiosi  per  l’organismo  ospite, 
favorendo  la  resistenza  alla  colonizzazione  da  parte  di  patogeni,  condizionando 
positivamente la risposta immunitaria dell’organismo, migliorando il decorso clinico di 






alimentari  hanno  effetti  benefici  sull’ospite  migliorando  il  suo  equilibrio  microbico 
intestinale  [Fuller R., 1991]. Successivamente una Commissione Europea,  coordinata 
dall’International  Life  Sciences  Institute  ha  ridefinito  I  probiotici  come  ingredienti 
alimentari  a  base  di  microorganismi  vivi  che  hanno  effetti  benefici  sulla  salute 
[Salminen S, 1998]. 
Un probiotico deve essere di origine dell’ospite, non patogeno, tecnologicamente 
adatto per  i processi  industriali,  inalterabili agli acidi e ai Sali biliari, aderire al tessuto 
epiteliale  intestinale,  persistere  nel  tratto  gastrointestinale  per  un  breve  periodo, 
produrre  sostanze  antimicrobiche,  modulare  la  risposta  immune  e  influenzare  le 
attività  metaboliche  dell’intestino  [Dunne,  C.,  1999].  I  probiotici  sono  costituiti 
essenzialmente dai cosiddetti “fermenti  lattici” (Lactic Acid Bacteria), batteri anaerobi 
in  grado  di  produrre  acido  lattico  a  partire  da  differenti  substrati.  Attualmente  i 
principali  probiotici  utilizzati  sono  i  batteri  Lattobacilli  (L.)(acidophilus,  bulgaricus, 
rhamnosus,  GG,  reuteri...),  lo  Streptococcus  thermophilus  (lactis)  e  i  Bifi  dobatteri 






batteri  gram‐positivi,  maggiormente  rappresentati  da  cocci  non‐sporigeni,  catalasi‐
negativi,  privi  di  citocromi,  non  aerobi,  ma  aerotolleranti  e  acido‐tolleranti  e 
bastoncelli  producendo  acido  lattico  quale  maggior  prodotto  finale  della 
fermentazione  dei  carboidrati  [Axelsson,  L.,  1998].  Per  la  loro  particolare  natura  i 
batteri acido‐lattici richiedono un ambiente di crescita molto ricco, come quello in cui 
ci  sia  materiale  di  decomposizione  delle  piante,  prodotti  alimentari  e  il  tratto 
gastrointestinale o vaginale dei mammiferi. Il genere Lactobacillus è molto eterogeneo, 
include specie con 32‐53% di G+C del DNA cromo somale arrangiato  in  tre gruppi  in 
base  alle  differenze  nel  metabolismo  degli  zuccheri  causato  dalla  presenza  o 
dall’assenza del fruttosio‐1,6‐difosfato aldolasi e fosfochetolasi [Axelsson, L., 1998].  




l’aldolasi e  la glucosio‐6‐fosfato deidrogenasi, gli  zuccheri esosi  sono esclusivamente 
degradati  dalla  via  del  fruttosio‐6‐fosfato  caratterizzata  dal  fruttosio‐6‐fosfato 
fosfochetolasi  [Ballongue,  J.  1998].  I  bifidobatteri  sono  membri  predominanti  del 
microbiota  intestinale umano con una conta batterica di 109‐1011 per grammo di feci, 
con  B.  bifidum,  B.  longum,  B.  infantis,  B.  breve,  B.  adolescentis,  B.  angulatum,  B. 









Lactobacillus  rhamnosus GG di accorciare  la durata della  fase acuta della diarrea da 
rotavirus [Kaila, M., 1996; de Roos, N. 2000]. E’ stata anche riferita una stimolazione 
del  sistema  immune  da  parte  dei  probiotici  [Link‐Amster, H.,  1994;  Kishi, A.,  1996; 
Majamaa, H.,  1997; Miettinen, M.,  1998; Miettinen, M.,  1996; Murosaki,  S.,  1998; 
Pessi, T., 2000; Pessi, T., 1999; Maassen, C. B. M., 2000; Isolauri, E., 2000] ed è stato 
evidenziato  che  l’induzione  del  profilo  citochinico  dipende  dal  ceppo  utilizzato 







Alcuni  sudi  hanno  evidenziato  l’effetto  benefico  dei  probiotici  sulle  allergie,  sia 
attraverso  lo  studio di  allergie  sperimentali,  sia  attraverso  studi  clinici  sull’uomo.  Le 
allergie  sono  disordini  mediati  da  una  risposta  Th2,  caratterizzata  da  una  risposta 
immune  umorale  con  alta  produzione  di  anticorpi,  in  particolare  IgE  e  inibizione  di 
risposte  Th1,  caratterizzate,  invece,  da  risposte  immuni  cellulari  con  attivazione  di 
macrofagi e inibizione di risposte Th2. I probiotici sembra siano in grado di sbilanciare 
l’equilibrio  Th1/Th2  verso  Th1  e  capaci  di  inibire  risposte  Th2.  Studi  in  vitro  hanno 
mostrato che differenti lattobacilli sono in grado di stimolare la produzione di citochine 
Th1  (IL‐12,  IL‐18  e  IFN‐γ)  nei monociti  e  nelle  cellule  derivate  da  sangue  periferico 
[Miettinen, M., 1998; Hessle, C., 1999]. Molti studi hanno evidenziato l’effetto positivo 
dei  probiotici  nella  funzione  della  barriera  intestinale,  caratteristica  che  potrebbe 
anche  spiegare  l’effetto  benefico  sulle  allergie.  Una  aumentata  permeabilità 





latte  di  mucca,  veniva  impedito  quando  agli  animali  veniva  somministrato 
contemporaneamente  LGG  [Isolauri,  E.,  1993].  Inoltre  è  stato  dimostrato  che  i 
probiotici  stimolano  la  produzione  di  IgA  sia  nel  compartimento  sistemico  che 
mucosale  [Tejada‐Simon, M. V., 1999]. Gli effetti benefici osservati  in alcuni modelli 
potrebbero essere  il risultato della competizione tra probiotici e patogeni per  i siti di 
legame e  i nutrienti nell’intestino  a  seguito della produzione di batteriocine.  Inoltre 
molti ceppi probiotici sono in grado di stimolare l’immunità cellulare, evidenziata dalla 
produzione  di  citochine  pro‐infiammatorie  quali  TNF‐α  IL‐1β  e  IL‐6  [He,  F.,  2002; 
Miettinen, M., 1996], dall’aumentata fagocitosi [Perdigon, G., 1988] e dall’attivazione 
dell’attività delle cellule natural killer [Matsuzaki, T., 2000].  
L’interazione  tra  i  probiotici  e  gli  enterociti  è  importante  nella  produzione  di 




la  produzione  di  TGF‐β  nelle  cellule  Caco2.  Questo  processo  sembra  richiedere 
l’interazione tra le cellule epiteliali e i leucociti che si trovano al di sotto di esse. [Haller 
D, 2000].  
Esistono dunque diversi modi  tramite cui  i probiotici  impediscono  le  infezioni  (fig. 
2): 








5. Modulano  il  sistema  immune  attraverso  le  cellule  presentanti  l’antigene 
(macrofagi e cellule dendritiche); 
6. Stimolano  le  cellule  immuni  e  le  cellule  epiteliali  a  produrre  citochine 
infiammatorie,  amplificando  le  risposte  immuni  cellulo‐mediate  e 
l’attivazione di cellule T citotossiche, fagociti e cellule NK; 
7. Aumentano  la  proliferazione  delle  cellule  B  attraverso  l’induzione  di 
citochine Th2, che si dirigono verso gli organi  linfatici secondari nel MALT e 











In  due  studi  separati,  condotti  su  un  modello  murino  d  allergia  alimentare,  la 
somministrazione  intragastrica di L.casei Shirota e L.plantarum L‐137 uccisi al calore, 
induce  in entrambi e casi  la produzione di  IL‐12  [Murosaki S, 1998; Shida K, 2002] e 
contemporaneamente  inibisce  la produzione di  IgE specifiche per  l’antigene [Shida K, 
2002].  In  un  altro  studio  sono  stati  utilizzati  splenociti murini  stimolati  con OVA,  e 
ristimolati  in vitro con OVA e con L.casei;  il risultato ottenuto è stato  l’aumento della 
produzione  di  IFN‐γ  e  IL‐12,  l’inibizione  della  IL‐4  e  IL‐5  e  la  soppressione  di  IgE 
secretorie specifiche per  l’antigene da parte degli splenociti stimolati con OVA [Shida 
K, 1998].  
I probiotici possono anche avere effetto  sul  sistema delle  cellule T  regolatorie. E’ 
stato, infatti, dimostrato che in cellule T CD4+ derivate da topi BALB/c naïve, coltivate 
con  gli  splenociti,  L.  paracasei  inibisce  la  produzione  di  citochine  Th1  e  Th2, 
mantenendo  la produzione di  IL‐1 e  inducendo  la produzione di TGF‐β dalle cellule T; 
questo  suggerisce  lo  sviluppo di  cellule  T  regolatorie  [von der Weid  T, 2001].  In un 
altro studio condotto su un modello murino di colite L. salivarius e B. infantis alleviano 
l’infiammazione  intestinale  in maniera maggiore  rispetto al placebo; Bifidobacterium 
riduce anche  la produzione di  IFN‐γ, TNF‐α e  IL‐12 negli  splenociti  stimolati  in vitro. 
Con l’uso dei lattobacilli, la riduzione diventa evidente solo per l’IFN‐γ e la produzione 
di TGF‐β viene mantenuta in tutti i gruppi. Nelle restanti cellule delle PP, la secrezione 
di  IFN‐γ e TNF‐α viene attenuata dai ceppi di bifidobatteri  [McCarthy  J, 2003].  In un 
modello murino  che  ricorda  la  dermatite  da  contatto,  la  somministrazione  orale  di 
L.casei  riduce  l’infiammazione cutanea  inibendo  l’espansione delle cellule T effettrici 
CD8+ producenti  IFN‐γ  [Chapat L, 2004]. Questa soppressione richiede  la presenza di 




Nella  produzione  di  citochine  esistono  delle  differenze  che  sono  specifiche  per  i 
ceppi di probiotici.  [Christensen HR, 2002].  I bifidobatteri,  isolati dalle  feci di  lattanti 
allergici,  inducono  in maniera  forte  i macrofagi  a  produrre  IL‐1,  IL‐6  e  TNF‐α,  e  in 
























interagendo  con  il  sistema  immune  attraverso  vari meccanismi,  tra  cui  l’inibizione 
dell’adesione  dei  patogeni  all’epitelio,  la  produzione  di  anticorpi  specifici  e  la 
modulazione del sistema immune tramite le APC.  
L’attività  sperimentale  è  stata  rivolta  a  caratterizzare  il  potenziale 
immunomodulatorio di batteri probiotici utilizzando un modello  in vitro di  immunità 
innata,  costituito  dalle  cellule  dendritiche  (DC),  e  un  modello  in  vivo  di  immunità 
specifica,  il  topo  transgenico  DQ8  (esprimente  la  molecola  umana  HLA‐DQ8),  che 
presenta ipersensibilità intestinale al glutine del grano. 
Il lavoro sperimentale è stato organizzato utilizzando questo modello murino per 
valutare  l’effetto  dei  probiotici  sull’immunità  intestinale.  Uno  dei  probiotici  testati, 
L.casei, che ha mostrato i maggiori effetti immunomodulatori, è stato utilizzato in fasi 
successive  del  lavoro  per  studi  più  approfonditi.  In  particolare  nel modello murino 
sensibilizzato  con  la  gliadina,  è  stato  indagato  l’effetto  della  somministrazione  di 
L.casei contemporaneamente alla somministrazione di  indometacina, un farmaco anti 
infiammatorio non  steroideo,  in  grado di bloccare  le  ciclo‐ossigenasi  e  aumentare  il 
danno mucosale in soggetti con infiammazione intestinale.  
I risultati di questo studio hanno evidenziato che  i probiotici testati  inducono  la 
maturazione delle cellule dendritiche nella fase sperimentale  in vitro, e aumentano  la 
produzione di citochine infiammatorie nel modello murino. Di particolare interesse si è 
dimostrato L.casei,  il quale amplifica  l’effetto dell’adiuvante mucosale e, utilizzato  in 
un modello di enteropatia intestinale, non ne aumenta il danno.  
La ricerca effettuata apre anche prospettive applicative, offrendo la possibilità di 
























Dalla  preparazione  cruda  SIGMA  di  gliadina,  10  grammi  sono  sottoposti  ad 
estrazione  con  80 ml di  etanolo  70% mediante  agitazione  continua per  50 minuti  a 
temperatura ambiente. La sospensione viene centrifugata per 20 minuti a 15000 g a 
temperatura  ambiente;  il  supernatante  viene  recuperato  e  privato  della  quota 
etanolica  con  l’ausilio  del  rotavapor  e  poi  congelato  rapidamente  e  liofilizzato.  100 
milligrammi  della  gliadina  così  ottenuta  vengono  risospesi  in  1  ml  di  carbonato 
d’ammonio e urea (NH4HCO3 0,1M, pH 7,9; urea 2M), e viene aggiunta α‐chimotripsina 
in un rapporto substrato: enzima pari a 200:1. La digestione viene effettuata a 37°C per 
24  ore  e  bloccata  in  acqua  bollente  per  5 minuti;  dopodiché  la  sospensione  viene 
centrifugata per 10 minuti a 4000 g ed il supernatante privato dell’urea mediante una 


































La  strategia  di  immunizzazione  mucosale  dei  topi  transgenici  DQ8  è  stata 
eseguita  somministrando  per  via  intragastrica  il  digesto  chimotriptico  della  gliadina 
(500  μg/dose),  insieme  con  la  Tossina  Colerica  (CT)  come  adiuvante mucosale  (25 
μg/dose),  una  volta  alla  settimana,  nei  giorni  0,  7  e  14,  per  tre  settimane. Quando 











Alla  strategia  di  immunizzazione  illustrata  in  precedenza  è  stata  aggiunta  la 
somministrazione di  indometacina. La  soluzione madre è  stata preparate  sciogliendo 
l’indometacina in etanolo puro ad una concentrazione di 3 mg/ml. La soluzione è stata 
poi aggiunta all’acqua di abbeveraggio degli animali fino ad una concentrazione finale 
di 3 mg/10 ml  a partire dal  giorno 22 dall’inizio della  sperimentazione.  L’aggiunta è 



















Per gli esperimenti  in vitro  le  cellule batteriche  sono  state  raccolte nella  fase 
esponenziale della crescita; sono state contate utilizzando una camera conta globuli, 
poi centrifugate a 6000 g per 10 minuti, lavate 2 volte in PBS sterile e irradiate per 1 h 




Per gli esperimenti  in vivo,  le cellule batteriche  sono  state  raccolte nella  fase 
stazionaria della crescita; sono state contate utilizzando una camera conta globuli, poi 




La milza  e  i  linfonodi mesenterici  vengono  prelevati  al momento  del  sacrificio, 
passati su un setaccio (trama da 50 mesh) e schiacciati con un pestello, in presenza di 
mezzo completo, per  liberare  le cellule e allontanare  i tessuti. Le cellule vengono poi 
raccolte,  lavate  e  contate utilizzando un  colorante  vitale,  la Nigrosina  all’1%  (diluita 
1:1) e alla fine risospese ad una concentrazione finale di 5 x 106 cellule/ml. Le cellule 
(100 µl di cellule  linfonodali o spleniche alla concentrazione di 5 x 106 /ml) vengono 





La  risposta  cellulo‐mediata  viene  valutata  attraverso  un  test  di  proliferazione  in 
vitro  delle  cellule  coltivate,  col  quale  viene  determinata  la  quantità  di  [3H]‐timidina 
incorporata  nel  DNA  neo‐sintetizzato  dalle  cellule  stimolate:  tale  incorporazione  di 
timidina  fornisce una misura quantitativa del  tasso di  sintesi del DNA, direttamente 











Le  cellule  derivate  dalla  milza  e  dai  linfonodi  mesenterici,  coltivate  ad  una 
concentrazione di 5 x 106 /ml in presenza di solo mezzo o di mezzo più gliadina ad una 
concentrazione di  200 µg  /ml,  vengono  incubate per  72  ore  a  37°C  con  5% CO2. Al 
termine  del  tempo  di  incubazione  i  supernatanti  delle  cellule  vengono  raccolti  e 
analizzati mediante test ELISA per la valutazione del pattern citochinico.  
Il protocollo per  il  test ELISA utilizzato è stato  il seguente: 100 μl di  tampone 
carbonato in cui è stato diluito l’anticorpo di cattura, vengono distribuiti in una piastra 
NUNC da 96 pozzetti e incubata O/N in camera umida a 4°C. Il giorno dopo, l’anticorpo 
di  cattura  viene  rimosso,  la  piastra  lavata  3  volte  con  un  tampone  fosfato 
supplementato con Tween‐20 allo 0,05% (PBS‐Tween 0,05%) e vengono aliquotati 100 
μl di una soluzione di BSA al 2% e  la piastra viene  incubata per 2 ore a  temperatura 
ambiente; successivamente 100 μl di ciascun campione e gli standard delle differenti 
citochine  vengono  incubati O/N  a 4°C. Alla  fine dell’incubazione 100 μl di  anticorpo 
coniugato  con  la  biotina,  opportunamente  diluiti  in  PBS‐Tween  0,05%  e  BSA  2% 
vengono incubati per 2 ore a temperatura ambiente. Dopodiché la piastra viene lavata 
3  volte  con  PBS‐Tween  0,05%  e  poi  100  μl  di  streptavidina  perossidata  vengono 










Per valutare  l’espressione di molecole costimolatorie, quali  il CD80 e  il CD86 e 
di  molecole  accessorie,  quali  il  CD11c,  è  stata  utilizzata  l’analisi  citofluorimetrica 
(FACS).  Le  cellule dendritiche,  coltivate  secondo quanto descritto precedentemente, 
sono  state  raccolte e  lavate  in PBS,  supplementato  con  FCS  al  2%  e  risospese nello 
stesso  tampone.  Le  cellule  sono  state  poi  incubate  al  buio,  con  differenti  anticorpi 






Frammenti  di  piccolo  intestino  sono  stati  raccolti  per  le  misurazioni 
immunomorfometriche,  per  le  analisi  della  prostaglandina  E2  (PGE2)  delle 





Allo  scopo  di  valutare  le  alterazioni  dell’architettura  mucosale,  sono  state 
eseguite misurazioni dell’altezza dei villi e profondità delle cripte. 
Campioni  del  tratto  prossimale  di  digiuno  sono  stati  raccolti  al momento  del 







con  To  Pro  3  (Molecular  Probes  1:200)  per  contrastare  i  nuclei.  La  valutazione 




Utilizzando  tecniche  di  immunoistochimica,  abbiamo  valutato  il  numero  di 
linfociti  T  infiltranti  l’epitelio  e  l’espressione  del  recettore  per  l’IL‐2  presente  sulle 
cellule mononucleate della  lamina propria  immunologicamente attivate, e  il recettore 
del F4/80 presente sui macrofagi. Al fine di evidenziare segni di iperplasia delle cripte 
di  Lieberkühn,  dovuta  all’aumentato  numero  delle  cellule  in  divisione  mitotica, 






filamenti  interrotti  (nicks)  ad  alto  peso  molecolare.  Con  la  tecnica  Tunel  questi 
filamenti  interrotti  sono  identificati marcando  i  3’‐OH  terminali  liberi  con  nucleotidi 
modificati,  in  una  reazione  enzimatica.  In  particolare,  l’enzima  terminal 




ore  a  temperatura  ambiente  e  poi  fissate  in  paraformaldeide  al  4%  per  20 minuti, 
lavate con tampone PBS e permeabilizzate con una soluzione Triton X100 allo 0,1% + 
Sodio citrato allo 0,1% per 2 minuti in ghiaccio. Le sezioni sono state poi incubate con 




una  camera  umida  le  sezioni  sono  state  incubate  per  20  minuti  con  TO  PRO  3 
(Molecular Probes 1: 200), per evidenziare il contrasto nucleare. 
La densità delle cellule TUNEL+ è stata espressa contando il numero di cellule 
positive  per mm2  di  lamina  propria  al microscopio  confocale  utilizzando  il  software 








(BSA  ‐  Sigma)  per  30  minuti.  Tutte  le  sezioni  sono  state  incubate  per  1  ora, 
separatamente con i defferenti anticorpi ottenuti in ratto: contro il CD3 per marcare i 
linfociti  T  (Serotec  1:100),  contro  il  CD25  (Serotec  1:500)  per marcare  il  recettore 
dell’IL‐2,  e  contro  l’F4/80  (Oxford  Biomarketing  1:100)  per  marcare  i  macrofagi. 
Successivamente i campioni sono stati incubati al buio per 40 minuti con siero di capra 
anti‐ratto,  coniugato  con  fluoresceina  (Invitrogen 1:500).  Infine  le  sezioni  sono  state 
trattate con ToPro3  (Molecular Probes 1:200  ) per evidenziare  il  contrasto nucleare. 
Ciascun  passaggio  è  stato  intervallato  da  lavaggi  con  tampone  PBS  (Phosphate 
buffered  saline  Sigma)  e  tutte  le  incubazioni  sono  avvenute  in  camera  umida  a 
temperatura ambiente. 
La  densità delle  cellule CD3+,  infiltranti  l’epitelio,  è  stata  espressa  contando  il 
numero  di  cellule  positive  per mm  di  epitelio.  Il  numero  delle  cellule  esprimenti  il 
recettore dell’IL‐2 e del F480 è stata calcolato valutando le cellule CD25+ e F480+ per 
mm2 di lamina propria. Tali conte sono state effettuate al microscopio confocale Leica 
SP  (  Leica  Microsystem  Milano  Italia)  con  l’ausilio  di  un  programma  di  analisi 
37 
 





da  un  anticorpo  coniugato  con  la  biotina  e  rivolto  contro  il  CD25  (Rat  a  Ms  IgM 
biotinilato BD Pharmingen 1:25)  insieme  con un anticorpo  rivolto  contro  il CD3  (Rat 
anti Mouse    IgG2a Serotec 1:100), o con un anticorpo contro  l’F4/80  (Rat anti Mouse 
IgG2b  Oxford  Biomarketing  1:100).  Al  termine  dell’incubazione  con  la  miscela  di 
anticorpi  primari,  le  sezioni  sono  state  incubate  al  buio  per  40 minuti,  ognuna  con 
un’altra miscela costituita da un siero di capra anti‐ratto, coniugato con  fluoresceina 
(Invitrogen, 1:500) e dalla streptavidina coniugata con R‐ficooeritrina RPE (Dako 1:10). 
Infine,  tutte  le  sezioni  sono  state  contrastate  con  il  colorante  nucleare  To‐Pro3 
(Molecular Probes 1:200), montate con tampone fosfato (PBS) e glicerolo  in rapporto 
1:1  (Sigma 1:1), e osservate al microscopio confocale Leica. Tutti gli anticorpi primari 
erano  ottenuti  in  ratto.  Il  numero  delle  cellule  doppie  positive  CD25+CD3+  e 
CD25+F480+  è  stato  valutato  all’interno  di  un  area  di  1  mm2  di  lamina  propria, 
utilizzando un programma di analisi d’immagine (ImageProPlus). Il numero ottenuto è 
la media di 15 conte per ciascun campione fatta in cieco. 
Per  la  valutazione  della  cattura  della  bromodeossiuridina  (BrdU),  incorporata 
nel DNA al posto della  timidina durante  la  fase S del ciclo cellulare, gli animali  sono 
stati  sottoposti, 1 ora prima del  sacrificio, ad un’iniezione  intraperitoneale di bromo 
deossiurudina, ad una concentrazione 100 mg/Kg per via intraperitoneale. Al momento 
del  sacrificio  un  frammento  del  digiuno  prossimale  è  stato  fissato  in  Metacarnoy 


















Le  sezioni  sono  state  quindi  incubate  per  24  ore  a  4°C,  con  un  anticorpo 
primario  anti‐bromodeossiuridina,  ottenuto  in  pecora  (Biodesign  1:500), 
successivamente  incubate per 45 minuti con  l’anticorpo  secondario coniugato con  la 
biotina (Vector 1:500) ed infine incubate con la streptavidina perossidata (Dako 1:300) 
per  30  minuti.  La  reazione  immune  è  stata  evidenziata  utilizzando  la  DAB  come 









L’espressione della bromodossiuridina è  stata valutata  contando  il numero di 
cellule  positive  per  ciascuna  cripta,  da  cui  poi  è  stata  fatta  la media,  valutando  25 










è  stato  utilizzato  per  esaminare  simultaneamente  il  livello  dei  trascritti  di  89  geni, 
incluso i geni costitutivi per la normalizzazione. L’analisi è stata effettuata in piastre da 
96  pozzetti  secondo  il  protocollo  fornito  (SuperArray  Bioscience  Corporation, 










D.  E.,  and  W.  G.  Stetler‐Stevenson.  1994.  Quantitative  zymography:  detection  of 
40 
 
picogram  quantities  of  gelatinases.  Anal.  Biochem  218:325–329).  In  particolare  i 
campioni  congelati  prelevati  dal  piccolo  intestino  sono  stati  frammentati 
meccanicamente nel tampone di estrazione (50 mM Tris‐HCl pH 7.6, 150 mM NaCl, 10 
mM  CaCl2,  0.2  mM  NaN3  contenente  10 mg/ml leupeptina, 1 mM 
phenylmethanesulphonyl fluoruro, 5 mg/ml aprotinina e 10 mg/ml pepstatin A), 














Le  differenze  tra  le  medie  nei  vari  trattamenti  nei  test  proliferative, 
nell’espressione  delle  citochine  e  nei  dati  morfologici  sono  state  determinate 
utilizzando  il  test  ANOVA.  Differenze  significative  sono  state  identificate  mediante 


























L’immunizzazione mucosale  stimola una  risposta  Th1  specifica per  la  gliadina 
nel topo DQ8. 
Il  modello  della  sperimentazione  in  vivo,  utilizzato  per  sviluppare  una 
ipersensibilità intestinale specifica per la gliadina, è stato il topo transgenico HLA‐DQ8, 
proveniente da una colonia mantenuta a dieta senza glutine. Dati precedenti indicano 





colerica e  il digesto chimotriptico della gliadina, gli splenociti e  i  linfnodi mesenterici 
sono  stati  isolati e  stimolati  in vitro  con  ct‐gliadina per  l’analisi proliferativa;  i valori 
sono espressi come indice di stimolazione. In questo modello sperimentale la gliadina 
da  sola  non  stimola  una  risposta  proliferativa  antigene‐specifica,  né  tantomeno  la 
produzione  di  citochine.  Infatti  come  si  può  notare  dalla  figura  1  l’indice  di 
stimolazione  è  inferiore  a  2;  in  presenza  dell’adiuvante  mucosale,  invece,  il 
















I dati mostrati  in  fig.2 evidenziano che  la risposta ottenuta con  la somministrazione 
dell’adiuvante  mucosale  risulta  caratterizzata  essenzialmente  dalla  produzione  di 
interferone‐γ,  sia  nel  compartimento  sistemico  (milza)  che  mucosale  (linfonodi 
mesenterici)  La  figura  2  mostra  anche  che  negli  stessi  compartimenti  sono  stati 








Figura  2:  Effetto  in  vitro  di  Lactobacillus  casei  sulla  espressione  del  profilo  citochinico  di  splenociti  e 
linfonodi mesenterici.  







dell’architettura  del  piccolo  intestino.  I  dati  riportati  nella  tabella  1  indicano  che  la 
gliadina non è  in grado di provocare una significativa riduzione dei villi  intestinali, né 
un aumento della profondità delle cripte di Lieberkun;  inoltre non è stato riscontrato 
un  incremento  nel  numero  dei  linfociti  intraepiteliali  (IELs),  né  quando  l’antigene  è 




















Nessuno  690 ± 34  110 ± 7  9 ± 1 
CT + ct‐gliadina  690 ± 66  107 ± 9  10 ± 2 













La  co‐somministrazione  di  Lactobacillus  casei  esacerba  la  risposta  immune 
intestinale gliadina‐specifica 
Abbiamo  valutato  se  le  note  proprietà  immunostimolanti  di  Lactobacillus  casei 
[Kajikawa A, 2007; Perdigon G, 1988] avessero un effetto nei topi sensibilizzati, al fine 
di  verificare  se  l’amplificazione  della  risposta  gliadina‐specifica  fosse  in  grado  di 
causare  un  danno  mucosale.  A  questo  scopo  abbiamo  modificato  il  protocollo 
sperimentale  aggiungendo  all’immunizzazione  mucosale  la  somministrazione 






seguito al  trattamento con  il probiotico  (fig.1 e 2).  Inoltre  l’analisi delle citochine ha 
indicato che il fenotipo della risposta immune rimaneva immutato.  
Abbiamo quindi  valutato  se  la  risposta mediata da  L.casei  fosse  associata  ad 
una preferenziale  attivazione di una  sottopopolazione di  cellule  T  e quindi  abbiamo 







Le cellule CD4 e CD8 sono state  isolate dagli splenociti e dai  linfonodi mesenterici mediante  tecniche 
immunomagnetiche e incubate con ct‐gliadina e APC. 








tossina  colerica,  nonchè  l’esacerbazione  della  risposta  dovuta  all’aggiunta  della  co‐
somministrazione di L.casei induce una risposta immune mediata essenzialmente dalle 





Abbiamo  anche  analizzato  il  piccolo  intestino  per  valutare  l’effetto  della  co‐
somministrazione  del  probiotico  sull’espressione  delle  citochine  e  sull’architettura 
mucosale.  L’analisi  del  profilo  delle  citochine  espresse  a  livello  intestinale  è  stata 












γ e  IL‐10, e non valutabili  livelli di  IL‐4; dati simili sono stati ottenuti anche  in animali 
controllo (dati non mostrati). L’immunizzazione mucosale, invece, induce un aumento 
di  tutti  i  trascritti esaminati e  la  co‐somministrazione di  L.casei provoca un ulteriore 
aumento dei livelli di IFN‐γ, e una diminuzione dei livelli di IL‐4 e IL‐10.  
Dal  punto  di  vista  dell’architettura mucosale,  i  dati  in  tab.2  evidenziano  che  nella 
morfologia  della  mucosa  del  piccolo  intestino  non  c’è  nessun  significativo 
cambiamento  associato  con  la  condizione  pro‐infiammatoria  scaturita  dalla  co‐




Al  fine  di  sviluppare  una  specifica  enteropatia  nel  nostro  modello  animale 
abbiamo  investigato  la  possibilità  di  bloccare  le  ciclo‐ossigenasi  (COXs)  intestinali, 
enzimi  coinvolti  nella  sintesi  delle  prostaglandine  a  partire  dall’acido  arachidonico, 
utilizzando  l’indometacina, un  farmaco  anti  infiammatorio non  steroideo  [Newberry 
RD,  1999].  Questo  farmaco  è  stato  utilizzato  a  concentrazioni  non  enteropatiche 
secondo  quanto  riferito  da  Hashimoto  et  al.  [Hashimoto  K,  2005]  nonché  dopo 
un’accurata determinazione dell’ottimale  tempistica messa a punto  con una  serie di 
esperimenti preliminari. Pertanto il nostro protocollo sperimentale di immunizzazione 




pesati. Come atteso  l’indometacina da  sola  inibisce  la  sintesi della prostaglandina E2 
(dati non mostrati), ma non  induce una  lesione nel piccolo  intestino:  infatti  come  si 
può  notare  dalla  figura  5  la  riduzione  dei  villi  intestinali  si  riscontra  nel  gruppo 
sperimentale  che  è  stato  sensibilizzaro  con  la  ct‐gliadina  e  l’adiuvante  mucosale, 
insieme  con  la  somministrazione  di  L.casei  e  di  indometacina  (fig.5  B),  rispetto  al 
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Valutazione  dell’effetto  di  L.casei  insieme  con  la  somministrazione  di 
indometacina in topi transgenici DQ‐8 sensibilizzati con la gliadina 
La valutazione della  lesione  intestinale  indotta dal trattamento descritto è stata 
effettuata conducendo una analisi morfometrica sui vari gruppi sperimentali. Come si 
può  notare  nella  figura  7  gli  animali  immunizzati,  in  seguito  al  trattamento  con 
indometacina manifestano una diminuzione dell’altezza dei villi (figura 7 A), mentre la 




















Queste  analisi,  effettuate  sulla  popolazione  linfocitaria  CD4+  derivata  dai  linfonodi 
mesenterici,  indicano  che  l’effetto dell’indometacina  non  è  correlato  con  l’aumento 
della risposta  immune specifica per  la gliadina. Tuttavia gli animali che non sono stati 
trattati con L.casei hanno mostrato una ridotta proliferazione cellulare, confermando 
quanto  già  ottenuto;  Inoltre  il  grado  di  riduzione  dei  villi  è  simile  nei  gruppi 
sperimentali  che  hanno  subito  l’immunizzazione  (ct‐gliadina  e  tossina  colerica)  e  il 
trattamento  con  l’indometacina,  indipendentemente  dalla  presenza  del  probiotico; 
questi dati suggeriscono che, in questo modello sperimentale, il danno mucosale non è 
mediato  dalla  esacerbazione  della  risposta  immune  cellulo‐mediata  specifica  per  la 
gliadina. 
 
Effetto  della  somministrazione  di  indometacina  in  topi  transgenici  DQ8 
sensibilizzati con gliadina. 
 
Dal momento  che  la  presenza  di  L.casei,  pur  esacerbando  la  risposta  immune,  non 
induce  danno mucosale,  abbiamo  esaminato  più  in  dettaglio  il  reale  contributo  dei 










l’indometacina  e  la  tossina  colerica mostrano  un  significativo  abbattimento  dei  villi 
intestinali;  in  particolare  la  risposta  immune  intestinale  alla  gliadina  è  cruciale  per 
l’innesco  della  lesione:  infatti  la  somministrazione  della  sola  tossina  colerica,  le  cui 
proprietà  immunogeniche sono ben note, seguita dal trattamento con  indometacina, 
non è in grado di indurre alcun danno (fig.8). 
Inoltre  la  gliadina,  così  come  la  CT  non  riesce  a  indurre  un  aggiuntivo  decremento 















Dai  dati  ottenuti  non  si  evincono  differenze  qualitative, ma  una  banda  da  42  kDa 
mostra notevoli cambiamenti di intensità di colore (fig.10). In particolare questa banda 
proteica è notevolmente più  intensa nei sieri degli animali trattati con  indometacina, 













Figura  11:  meccanismi  immuni  coinvolti  nella  lesione  intestinale.  Immunoistochimica  della  mucosa 
intestinale  che  modtra  un  aumento  delle  cellule  CD25+  (indicate  dal  contorno  rosso)  nella  lamina 
























































I  risultati  ottenuti  indicano  negli  animali  immunizzati  e  trattati  con  indometacina  si 
verifica una maggiore produzione di IFN‐γ e TNF‐α, ma i livelli di IL‐2 e IL‐10 sono molto 
bassi  (Figura 15 A).  La massiva produzione di queste  citochine pro  infiammatorie ha 
impedito  la  valutazione  della  loro  espressione  specifica  per  l’antigene  (dati  non 
mostrati). Al contrario è apparso evidente che l’espressione gliadina‐specifica dell’IL‐2 
è soppressa negli animali trattati con  indometacina, mentre  i bassissimi  livelli di IL‐10 
prodotta dalle cellule stimolate appare simile nei vari gruppi (fig.15 B). Inoltre IL‐4 non 





Per  analizzare  a  fondo  i  meccanismi  che  si  verificano  in  seguito  ad  uno 
sbilanciamento  dell’immunità  mucosale  e  che  sono  alla  base  del  danno  mucosale 
stesso,  abbiamo  utilizzato  la  real  time  PCR  per  valuta  l’espressione  differenziale  di 
alcuni  geni;  i  geni  presi  in  esame  sono  stati  84,  tutti  correlati  con  la  matrice 
extracellulare  e  le  molecole  di  adesione.  La  procedura  utilizzata  prevedeva 
l’amplificazione dei segnali dei trascritti di interesse nel gruppo di animali immunizzati 
(CT+ct‐gliadina+indometacina)  e  la  successiva  normalizzazione  ai  valori  del  gruppo 
controllo  (solo  indometacina).  Questi  trascritti  sono  stati  calcolati  in  base  al 




modulata  e  anche  la  maggior  parte  di  essi  solo  in  maniera  marginale  (dati  non 

































































































Come si può notare dalla  tabella,  la  trascrizione di quattro geni aumenta  in maniera 
significativa  (>3)  nel  gruppo  degli  animali  trattati  quando  comparati  con  gli  animali 
immunizzati,  ma  non  sottoposti  al  trattamento  con  indometacina.  Le  proteine 
codificate  da  questi  geni  appartengono  alla  famiglia  delle  proteine  della  matrice 




rilevata un  significativo aumento di Thbs1, anche negli animali  sensibilizzati  che non 
avevano  ricevuto  l’indometacina.  Inoltre  due  geni  ECM  (Lama1  e  Mmp13)  e  una 
molecola  trans membrana  (Sell) non sono  stimolate nei  topi  trattati  ( <0.3). Tuttavia 
solo l’espressione di Mmp13 presenta differenze statistiche tra gli animali immunizzati 
e quelli non trattati.  
Abbiamo  poi  condotto  una  più  approfondita  valutazione  delle  metalloproteasi 
mediante una zimografia con substrato per analizzare l’attività dell’enzima nel tessuto 
intestinale.  Secondo  lo  zimogramma  in  gelatina  (figura  16  A),  l’indometacina  attiva 
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moderatamente  MMP2  (66  kDa)  negli  animali  immunizzati  rispetto  agli  animali  di 








Inoltre  il  trattamento  con  indometacina  aumenta  in  maniera  marcata  l’attività  di 
MMP1 (41kDa) negli animali  immunizzati. Dai risultati ottenuti con  lo zimogramma  in 
caseina,  utile  per  evidenziate MMP8  [Heiligenhaus A,i  2005],  non  è  stata  osservata 
alcuna attività nelle MMP  in tutti  i gruppi esaminati (dati non mostrati), ad eccezione 











Alla  luce  di  quanto  evidenziato  con  L.casei,  abbiamo  testato  altri  ceppi  batterici  e 
valutato  la  variazione  della  risposta  immune  intestinale.  Il  protocollo  sperimentale 
seguito è  stato  lo  stesso utilizzato per L.casei: alla  immunizzazione mucosale è  stata 
aggiunta  la  contemporanea  somministrazione  di  dosi  giornaliere  del  probiotico  in 
esame.  I  ceppi  utilizzati  per  la  sperimentazione  sono  stati:  Lactobacillus  paracasei, 
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus fermentum e Bifidobacterium lactis. 




cellule  fossero  raccolte.  Alla  fine  del  tempo  di  incubazione  le  cellule  sono  state 
colorate  con  anticorpi  specifici  e  analizzate  al  FACS  per misurare  l’espressione  del 

























ampliando  il  numero  di  probiotici  ed  inserendo  nella  sperimentazione  L.plantarum, 
L.paracasei  e  Bifidobacterium  lactis,  utilizzando  tutti  i  ceppi  ad  una  unica 
concentrazione pari a 108 CFU.  I risultati sono riportati  in  figura 19 ed evidenziano  la 
capacità di tutti  i ceppi analizzati di stimolare  l’espressione di CD86, ma con  intensità 
differente. 
 
Figura 19: Espressione di CD86  in  cellule derivate da midollo osseo e  incubate  in  vitro  con differenti 
ceppi probiotici alla concentrazione 108 CFU/punto sperimentale.  
 




questo  caso  sono  state  effettuate  valutazioni  sul  profilo  citochinico:  nessuno  dei 
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Analisi della risposta  immune  intestinale specifica per  la gliadina  indotta dalla co‐
somministrazione dei probiotici. 
 
I  probiotici  sono  poi  stati  testati  sul  nostro  modello  murino  di  enteropatia 
intestinale al glutine,  il  topo  transgenico DQ8.  Il protocollo  sperimentale utilizzato è 
stato  lo stesso per L.casei: sensibilizzazione  intragastrica con un digesto chimotriptico 
della  gliadina  insieme  con  la  tossina  colerica  come  adiuvante  mucosale  e  la 
contemporanea  somministrazione del probiotico.  Il  trattamento  induce una  risposta 
immune  Th1  nei  confronti  della  gliadina,  caratterizzata  essenzialmente  dalla 

















E’  stato  invece  registrato  un  effetto  statisticamente  significativo  per  TNF‐a  dopo  il 


























































La  colonizzazione  microbica  incomincia  alla  nascita  e  riveste  un  importante 
ruolo nello sviluppo sia della microflora sia della barriera intestinale e dipende da molti 
fattori  esterni:  l’allattamento  al  seno  favorisce  la  crescita  di  bifidobatteri,  mentre 
l’alimentazione con latte artificiale porta allo sviluppo di una microflora più complessa 
con meno bifidobatteri. Dopo lo svezzamento la composizione della microflora è molto 
simile  a  quella  dell’adulto  [Salminen,  S.,  1998].  La  colonizzazione  intestinale  è 
coinvolta anche nella maturazione del GALT; per esempio i topi nati e mantenuti in un 
ambiente  sterile  (germ‐free)  mostrano  numerosi  difetti  nella  generazione  di  un 
adeguato sistema immune [Macpherson, A. J., 2004]. 
I  probiotici  sono micro‐organismi  vivi  che,  se  assunti  in  quantità  sufficiente, 
alterano  la microflora  enterica  conferendo  effetti  benefici.  I  batteri  a  cui  in  genere 
viene  associata  la  capacità  probiotica  appartengono  alla  famiglia  dei  batteri  acido‐
lattici (LAB) o dei bifidobatteri. Negli ultimi anni l’interesse nei confronti dei probiotici 
è  sempre  più  in  aumento,  specialmente  riguardo  le  capacità modulatorie  di  questi 
micro‐organismi sul sistema immune, in particolare le proprietà immunostimolatorie in 
vitro  e  in  vivo  [Ouwehand  A.C,  1999;  Erickson,  K.L,  2000].  In  base  ai  dati  presenti 




Lactobacillus casei  in topi trasgenici DQ8  in seguito ad una  immunizzazione mucosale 
amplifica  la  sensibilità  intestinale  alla  gliadina  mediata  da  cellule  T  CD4+  e  che 
l’incremento  della  risposta  pro‐infiammatoria  non  è  associato  con  alcun  segno  di 
enteropatia.  Il topo transgenico DQ8 rappresenta un  interessante modello animale di 
sensibilità al glutine. Questa caratteristica è stata evidenziata in un doppio transgenico 
hCD4/DQ8, nullo per  la classe  II murina  [Black KE, 2002],  in cui una più alta  risposta 
cellulo‐mediata  rispetto  al  topo  hCD4/DQ6  evidenzia  che  la  sensibilità  al  glutine  è 
associata  all’espressione  dell’eterodimero  DQ8.  Tuttavia  l’analisi  della  risposta 




alcun  cambiamento  nell’architettura  intestinale.  L’esistenza  di  un  legame  tra 
l’espressione  del  DQ8  e  l’acquisizione  della  sensibilità  al  glutine  è  stata  anche 
confermata in un topo transgenico per DQ8 ma con caratteristiche genetiche anche del 
topo  NOD;  questo  animale  sviluppa  dermatite  erpetiforme  (DH)  in  seguito 
all’esposizione  al  glutine  [Marietta  E.,  2004],  ma  pur  avendo  evidenze  di  DH  non 
sviluppa enteropatia. Sulla base di questi risultati è stato utilizzato il topo transgenico 
DQ8, proveneinente da una colonia mantenuta a dieta senza glutine e alimentato per 
molte  generazioni  con  la  stessa  dieta,  e  questo  ha  fatto  perdere  all’animale  la pre‐
esistente tolleranza alla proteina e  lo ha reso predisposto ad amplificare una risposta 
nei confronti della gliadina [Senger S, 2005]. Studi precedenti (condotti presso i nostri 
laboratori)  su  questo  modello  hanno  permesso  di  evidenziare  due  epitopi 
immunodominanti dell’α‐gliadina in seguito alla immunizzazione intragastrica con una 
α‐gliadina  ricombinante;  inoltre  è  stata  anche  evidenziata  una  produzione  di  IFN‐γ, 
caratteristica quest’ultima peculiare del nostro modello, visto che  la CT normalmente 
stimola  una  risposta  Th2  o  Th1/Th2  mista  [Senger  S.,  2005].  Da  questi  risultati 
possiamo affermare che  il modello murino, oggetto della sperimentazione è utile per 
gli  studi  correlati  con  la  malattia  celiaca,  anche  se  ancora  una  volta  non  è  stato 
evidenziato  nessun  cambiamento  nell’architettura  della  mucosa  intestinale.  Per 
l’immunizzazione  in  vivo  abbiamo  adottato  lo  stesso  schema  di  sensibilizzazione 
riportato  da  questi  studi  utilizzando  un  digesto  chimotriptico  della  gliadina 
commerciale,  che è una miscela di diversi  componenti  [Maurano F, 2001].  I  risultati 
evidenziano una risposta mediata dalle cellule T CD4+, caratterizzata dall’espressione 
di IFN‐γ sia nel compartimento sistemico sia in quello intestinale, ma ancora una volta 
senza  alcuna  variazione morfologica  del  piccolo  intestino.  Questi  dati  sperimentali, 
insieme  con  quanto  riportato  in  letteratura  sottolineano  le  grandi  difficoltà  nello 
sviluppo di un modello di enteropatia che presenti almeno alcune delle caratteristiche 
della  malattia  celiaca.  L’induzione  del  danno  mucosale  potrebbe  essere  realizzata 
dall’aumento della risposta pro‐infiammatoria specifica per  l’antigene e per verificare 
questa ipotesi abbiamo modificato la nostra strategia di immunizzazione, aggiungendo 




casei.  Le  proprietà  immunomodulatorie  attribuite  ai  lattobacilli  sono  molteplici, 
includono  la  riduzione  dell’allergia  [Kim  H,  2005;  Shida  K,  2002;  Shida  K,  1998; 
Kalliomaki M, 2001], il miglioramento delle funzioni della barriera intestinale ed effetti 
positivi nel trattamento di malattie autoimmuni [Maassen CB, 1999], gli effetti benefici 
su  alcune  tipologie  di  diarrea  (da  rotavirus,  associate  all’uso  di  antibiotic,  da 
clostridium  diffcile  e  del  viaggiatore)  [Chermest  I.,  2006]  e  gli  effetti  sule malattie 
infiammatorie  croniche  intestinali,  quali morbo  di  Crohn  e  paucite  [Gosselink  MP, 
2004; Gionchetti P, 2003; Gionchetti P, 2000]. Per quanto riguarda l’immunità attiva è 
riportato  un  tipico  effetto  adiuvante  dei  lattobacilli  che  si manifesta  sull’immunità 
cellulare [Haller D, 2002; Cross ML, 2002], e  in particolare L.casei ha mostrato effetti 
maggiori  rispetto agli altri ceppi di Lactobacillus  [Christensen HR, 2002; Maassen CB 
2000;  Pouwels  PH,  1996].  Con  l’utilizzo  di  questo  probiotico  abbiamo  riscontrato  un 
sinergico aumento della proliferazione cellulare  in vitro  in entrambi  i compartimenti, 
sistemico  e  intestinale.  Un  aumento  della  risposta  cellulo‐mediata  a  seguito  della 
somministrazione di L.casei che era associata con la popolazione CD4+ delle cellule T e 
un forte aumento dell’espressione di IFN‐γ. Questi dati indicano che il ceppo probiotico 
può  essere  usato  nel  nostro  modello  come  adiuvante  mucosale  per  amplificare 
l’avanzante  risposta  immune  senza  alterare  il  fenotipo  della  risposta  stessa.  Inoltre 
l’analisi delle citochine nell’ambiente intestinale ha evidenziato un aumento nel livello 
dei trascritti Th1 e Th2  in seguito alla  immunizzazione con  la tossina colerica e, come 
conseguenza della somministrazione di L.casei, nei  topi sensibilizzati si è manifestata 
una  risposta  di  tipo  Th1.  In  entrambi  i  casi,  però  le  condizioni  non  sono  ancora 
sufficienti  per  indurre  il  danno  mucosale  nel  topo  DQ8.  Pertanto  questi  dati 
evidenziano  l’ipotesi  che  una  forte  risposta  infiammatoria mediata  da  cellule  T  e  la 
presenza  di  una  molecola  predisponente  HLA  non  siano  condizioni  sufficienti  a 
generare il danno mucosale specifico per la gliadina riportato nella malattia celiaca, ma 






nostro modello murino  il  blocco  delle  ciclo‐ossigenasi,  che  sono  gli  enzimi  coinvolti 
nella sintesi delle prostaglandine a partire dall’acido arachidonico. In particolare PGE2 
sembra esercitare un  ruolo cruciale nell’omeostasi  intestinale  immune  [Demeure CE, 
1997; Snijdewint FG, 1993]. In accordo con queste evidenze, farmaci anti infiammatori 
non steroidei (NSAIDs), noti inibitori delle COXs sono stati associati con l’esacerbazione 
dell’infiammazione  intestinale  in  pazienti  con  malattie  infiammatorie  dell’intestino 
[Bjarnason  I,  1993].  Il  ruolo  delle  COXs  nelle  malattie  intestinali  legate 
all’alimentazione è  stato evidenziato da Newberry e  collaboratori  in  topi  transgenici 
per il TcR 3A9, che esprimono esclusivamente il TcR che riconosce il peptide HEL (hen 
egg‐white  lysozyme) 46‐61, presentato  su  I‐Ak  [Newberry RD, 1999].  In  seguito  alla 
somministrazione di HEL  la parte prossimale del piccolo  intestino mostra un aumento 
della proliferazione delle cellule epiteliali delle cripte con la risultante espansione delle 
cripte,  la proliferazione delle  cellule mononucleari della  lamina propria e un  leggero 
appiattimento  dei  villi.  Sulla  base  di  questi  dati  abbiamo  applicato  un  protocollo  di 
somministrazione  intestinale  di  indometacina  nei  topi  DQ8.  Poiché  alla 
somministrazione  di  indometacina  può  essere  associata  una  acuta  infiammazione 
intestinale  [Watanabe  T,  2008],  le  modalità  di  somministrazione  sono  state 
accuratamente messe a punto sia sulla base della letteratura [Hashimoto K, 2005], sia 
in esperimenti preliminari durante i quali abbiamo appurato che i topi che ricevevano 
solo  indometacina mostravano una normale  istologia del piccolo  intestino. Se  invece 
l’indometacina  viene  somministrata  negli  animali  sensibilizzati  per  via mucosale,  si 




quanto  descritto  per  i  topi  3A9  [Newberry  RD,  1999],  l’inibizione  delle  COXs  non 
stimola  alcun  aumento  della  proliferazione  delle  cellule  T  specifiche  per  l’antigene. 
Inoltre  l’esacerbazione della risposta  immune specifica per  la gliadina, dovuta alla co‐




che  la  riduzione  dell’altezza  dei  villi  è  più  direttamente  associata  con  una 
disregolazione  della  regolare  immunità  mucosale  indotta  dalla  gliadina.  Infatti,  a 
seguito  dell’inibizione  delle  COX,  abbiamo  riscontrato  un  forte  aumento  nei  livelli 
basali  delle  citochine  pro‐infiammatorie  IFN‐γ  e  TNF‐α  negli  animali  immunizzati. 
Abbiamo  anche  evidenziato  una  significativa  riduzione  dell’espressione  dell’IL‐2 
specifica  per  la  gliadina,  e  questo  contribuisce  allo  scompaginamento  dell’ambiente 
intestinale. Quest’ultima  condizione potrebbe essere un  valido  aiuto per  spiegare  le 
variazioni riscontrate a  livello della  lamina propria dei topi con enteropatia: aumento 




specifici  sono  ancora necessari  riguardo questo  aspetto. E’  interessante  sottolineare 
che  l’utilizzo di questo protocollo  sperimentale non  influenza  il  ricambio  (turn‐over) 
delle cellule epiteliali in quanto non è stato riportato un aumento nella proliferazione 
delle  cellule  delle  cripte  o  l’apoptosi  degli  enterociti.  La  persistente  integrità 
dell’epitelio  intestinale nei  topi  trattati è anche spiegata dalla perdita della  relazione 
tra  il  decremento  ponderale  e  il  danno.  In  particolare,  nei  topi  che  mostravano 
enteropatia e che erano  stati  trattati con L.casei non è  stato  registrato alcun calo di 
peso. Abbiamo,  invece, notato che  il decremento ponderale è strettamente associato 
alla  somministrazione  di  indometacina.  Inoltre  l’analisi  delle  proteine  del  siero  ha 
indicato  che  l’indometacina  stessa  ha  alterato  altri  parametri,  che  non  sono  stati 
ulteriormente  modificati  dalla  sensibilizzazione  con  la  gliadina.  Questi  risultati 
suggeriscono che gli effetti mediati dalla gliadina sono  limitati al piccolo  intestino,  in 
particolare  la riduzione dei villi è associata con gli eventi cellulari e molecolari che si 
registrano a livello della lamina propria.  
Per  evidenziare  i  meccanismi  biochimici  che  hanno  stimolato  l’enteropatia, 










degradano essenzialmente  tutti  i componenti dei  tessuti connettivi  [Birkedal‐Hansen 
H,  1993].  L’espressione  della  maggior  parte  delle  Mmps  ha  una  regolazione 
trascrizionale  [Yan  C,  2007].  Inoltre  le  loro  attività  proteolitiche  sono  controllate  in 
maniera precisa  ad opera dei  loro precursori nella  fase di  attivazione e  ad opera di 
inibitori  endogeni  durante  la  fase  di  inibizione,  quali  α‐macroglobuline  e  tessuti 
inibitori  delle  metallo‐proteinasi  (TIMPs)  [Nagase  H,  1999].  Va  sottolineato  che  la 
zimografia ha confermato che  le attività enzimatiche di Mmp7 e Mmp13, ma non di 
Mmp8 hanno una regolazione trascrizionale nei topi con enteropatia. Dall’altro lato le 
attività di MMP1 e MMP2,  i cui  livelli di trascritti sono risultati  invariati, erano  invece 
amplificati  in questo gruppo  sperimentale. Nell’epitelio confinante con  le ulcerazioni 
del piccolo intestino, è stato riscontrato un aumento nell’espressione di queste Mmps 
[Saarialho‐Kere UK,  1996],  in  linea  con  i  nostri  dati.  E’  importante menzionare  che 
l’attivazione delle Mmps è  stata anche descritta nella malattia celiaca;  in particolare 
l’analisi dell’espressione  genica  indica  aumentati  livelli di mRNA di Mmp1 e Mmp12 
[Ciccocioppo R, 2005], mentre  in un  altro  studio  i  livelli proteici di Mmp1, Mmp3 e 




Anche  la  regolazione  di  altri  due  geni  appartenenti  alla  famiglia  ECM  risulta 
aumentata nei  topi con enteropatia, Adamts2 e Lamb3. La procollagene N‐proteinasi 
(ADAMTS2) catalizza il taglio specifico del procollagene non denaturato. L’espressione 





l’aumento  della  regolazione  di  Adamts2  nei  topi  DQ8  potrebbe  essere  utile 
nell’implementare  il normale  ricambio metabolico durante  il processo di  riparazione 
del collagene. L’attivazione di Lamb3, un gene che codifica per  la  sub unità α3 della 
laminina, è stato trovato nel ripristino delle ferite epiteliali intestinali [Lotz MM, 1997], 
cioè  nella  riparazione  delle  interruzioni  nel  rivestimento  delle  mucose  del  tratto 
gastrointestinale  [Moore  R,  1989].  In  questo  processo  le  cellule  epiteliali  dalle 
estremità  delle  ferite  migrano  verso  la  zona  danneggiata,  dove  rapidamente 
ripristinano  i  contatti  cellulari e  ristabiliscono  la  funzione di barriera.  Inoltre è  stato 
riportato  che  la  proteina  LAMB3  è  trascrizionalmente  regolata  [Kita  Y,  2008]  e 
l’induzione  del  gene  Lamb3  potrebbe  essere  coinvolta  nel  complesso  processo 
dell’enteropatia nel  topo  transgenico DQ8, contribuendo alla perdita dell’alterazione 




Durante  la  fase  successiva  del  lavoro  sperimentale  sono  stati  analizzati  altri 
ceppi  probiotici  e  sono  state  effettuate  valutazioni  in  vivo  e  in  vitro.  L’attività 
immunomodulatoria dei probiotici è sicuramante l’aspetto maggiormente indagato, in 
particolare l’espressione di citochine pro‐infiammatorie e anti‐infiammatorie stimolate 




Th1,  cioè  risposte  pro‐infiammatorie  che  portano  ad  una  forte  immunità  contro  le 
infezioni  e  altre malattie  [Manetti, R.,  1993;  Seder, R. A.,  1993; Hsieh,  C.  S.,  1993; 
Macatonia, S. E.,1995]  
La somministrazione dei probiotici nel nostro modello animale, il topo DQ8, ha 








topo  DQ8.  In  questo  modello  cellulare  l’incubazione  con  i  probiotici  induce  la 
maturazione delle cellule stesse, che si manifesta con l’aumento della produzione della 
molecola  co‐stimolatoria  CD86,  e  l’induzione  di  un  profilo  citochinico  pro‐
infiammatorio; tuttavia gli effetti generati dai diversi ceppi sono differenti e dipendono 
dalla  specificità  del  ceppo.  In  realtà  nella  produzione  di  citochine  esistono  delle 
differenze specifiche per i ceppi di probiotici.  
Gli  effetti  dei  probiotici  sono  stati  documentati  anche mediante  esperimenti 
sull’uomo.  In uno studio condotto  su  individui adulti,  la somministrazione di yoghurt 
(450gr al dì) per quattro mesi in 24 volontari ha incrementato, in modo statisticamente 
significativo,  la  produzione  di  IFN‐γ  dai  linfociti  T  isolati  e  l'attività  delle  cellule NK 
[Halpern GM, 1991]. In un altro studio condotto su volontari, il Lactobacillus (LGG) ha 
aumentato  la  risposta  dei  linfociti  T  CD4+  a  componenti  batterici  intestinali  e  la 
secrezione di citochine anti‐infiammatorie  (IL‐10,  IL‐4),  riducendo  le citochine proinfi 
ammatorie  (TNFα,  IL‐6,  IFN‐γ)  [Schulz M,  2003].  Ricerche  su  bambini  atopici  hanno 






della microflora  intestinale,  i probiotici potrebbero  essere utilizzati  come  strumento 











gliadina  L.casei manifesta  una  attività  adiuvante mediata  da  cellule  T  CD4+. Questa 
caratteristica è stata confermata recentemente da altri studi, indicando una immunità 
protettiva  contro  Salmonella  in  seguito  alla  somministrazione  di  un  L.casei 
ricombinante  esprimente  l’antigene  flagellare  [Kajikawa  A,  2007].  Abbiamo  anche 
dimostrato  che  L.casei  somministrato  in  una  condizione  di  forte  infiammazione 
intestinale  (quale  quella  indotta  dal  blocco  delle  ciclo‐ossigenasi)  non  aumenta  il 
danno mucosale.  Questi  risultati  enfatizzano  il  ruolo  potenzialmente  importante  di 
L.casei  come  co‐adiuvante  nei  vaccini,  dal momento  che  promuove maggiormente 
risposte da parte di cellule T, attraverso un fenotipo Th1. 
2. Abbiamo  inoltre  dimostrato  che  l’induzione  di  una  sensibilità  intestinale  alla 
gliadina, in associazione con l’inibizione delle cicloossigenasi, causa un danno mucosale 
nel topo transgenico DQ8.  
3. L’utilizzo  dei  probiotici  in  vivo  ed  in  vitro  ha  mostrato,  nei  nostri  modelli 
sperimentali, una forte specificità dipendente dal ceppo utilizzato, nell’induzione della 




Al momento  il  nostro  è  il  primo  lavoro  riguardo  una  enteropatia  intestinale 
stimolata dalla  gliadina  in  topi  che  ricordano  alcuni  aspetti della malattia  celiaca.  In 
particolare  abbiamo  dimostrato  che  la  restrizione HLA,  insieme  con  una  sbilanciata 
sensibilità  intestinale Th1 alla gliadina conduce all’accorciamento dei villi, ma questa 
condizione  non  è  sufficiente  per  causare  l’iperplasia  delle  cripte  e  l’espansione  dei 
linfociti  intraepiteliali  osservata  nella malattia  umana  [Sollid  LM.,  2002].  Inoltre  la 
citolisi  indotta dal recettore dello strato epiteliale sembra essere mediata dai  linfociti 




[Branski  D,  2006].  Questi  studi,  insieme,  evidenziano  un  ruolo  dei  meccanismi  di 
immunità  innata nella malattia celiaca, che non sono appropriatamente stimolati nel 
nostro modello.  In  particolare  l’IL‐15  secreta  dalle  cellule  epiteliali  appare  essere  il 
fattore  cruciale  che dirige  la  selettiva  espansione dei  linfociti  intraepiteliali  [Jabri B, 
2000].  Inoltre  l’induzione di questa citochina potrebbe essere utile nel topo DQ8 per 
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